Effect of retinoic acid on proliferation of estrogen-responsive transformed murine Leydig cells in serum-free culture by ヒロセ, タカヒサ & 弘世, 貴久
Osaka University


















ひろ せ たか ひさ
弘世貴久
博士(医学)
第 1 0 189 号
平成 4 年 3 月 25 日
学位規則第 4 条第 1 項該当
医学研究科 内科系専攻
Effect of retinoic acid on proliferation of estrogenｭ









R etinoic acid (RA) は抗腫蕩効果をもち上皮細胞の分化に大きな役割をもっ脂溶性ビタミンであ
る o そのレセプター (RAR) は遺伝子の一次構造の解析により steroid-thyroid hormone receptor suｭ
perfami1y の一員であることが明らかとなった。これ以来 RAR による遺伝子の活性化能や分化誘導能
が注目されているO 又， steroid receptor (特にエストロゲンレセプター (ER)) が認識する標的遺伝
子に存在する hormone responsive e1ement の塩基配列は RAR のそれと類似するとの報告がある。し
かし， ER と RAR による転写制御における相互作用機構は不明であるO 又 RA による癌細胞増殖制御
に関しては未だ充分な知見が得られていなし、。そこでエストロゲン応答性細胞であるマウス皐丸間質細
胞腫樹立株 (B- 1 F)，ヒト乳癌細胞 (MCF 7) の増殖と遺伝子発現に対する RA の効果を無血清培地
で比較検討した。
(方法)
B-1F 細胞は0.1 % BSA を含んだ Ham F 12/MEM 1 : 1 (V /V) (HMB) で継代した。 MC
F 7 細胞は10%牛胎児血清を含む DMEM で継代した。細胞増殖への影響は両細胞共35mm 径 dish に
2 x104 ce11を p1ating し翌日両細胞共 drug を含む HMB と交換，所定の期間の後細胞数を測定すること
により評価した。 ER は who1e cel binding assay にて， RAR はヒト RAR-α ， β ， - r を probe と
してNorthern b10t hybridization により検索した。遺伝子発現への影響は両細胞に reporter p1as-mi 
dをe1ectroporation 法を用いて transfection し，ホルモン刺激後 CAT assay を行うことにより評価し
たo reporter p1asmid には synthetic の estrogen responsive e1ement (ERE) を 2 個含む ERE2-tk-
CAT を用いた。
(成績)
RA は10-8 M で B-1F 細胞の doubling time をホルモン無添加時の94時間から43時間に短縮したo
RA 単独で細胞増殖促進をみる細胞系の報告は本例が初めてである o MCF 7 細胞では従来の報告と同
様 RA により細胞増殖は抑制された。 B-1F細胞の E2依存性増殖に対して RA は additive な効果を
示さなかった。またこの RA 依存性増殖は抗エストロゲン剤により阻害された。これらの現象は E2 と
RA の作用に何らかの common pathway が存在する可能性を示唆した。
N orthern blot analysis により B-1F 細胞には RARα が認められた。一方 MCF 7 細胞では RA
Rα および-7 が認められたo 3Hーむを用いた B-1F細胞の whole cel binding assayで E2 は 3H
E2 の binding を抑制したが RA は阻害せず.これより B-1F 細胞には ER が存在すること，この ER
には RA は結合しないことがわかった。更に RA の analogue である retinal， retinol , retinol acetate の
B-1F 細胞の増殖に対する作用はその生物活性に一致していたことより RA の細胞増殖促進作用が R
ARα を介していることが推察された。
次に遺伝子上での RAR と ER の interaction の有無を検討するため two tandem の ERE に thymi­
dine kinase promoter および chloramphenicol acetyltransferase を連結した ERE2 -tk-CAT の repor­
ter plasmid を B-1F， MCF 7 細胞に導入し遺伝子発現に対する E2 ， RA の作用をみた。 B-1F 細
胞では E2 のみならず RA によっても生理的濃度の10-7 M で CAT 活性の上昇が認められた。この現象は
細胞増殖に対する作用と一致していた。 MCF 7 細胞では E2 により CAT 活性の上昇が認められたが R
A ではこれを誘導し得なかった。 B-1F 細胞で認められた RA による CAT 活性の上昇は抗エストロ
ゲン剤により阻害された。
(総括)
無血清培地下において RA 単独投与で細胞増殖促進を認める細胞系を報告した。しかもこの RA の作
用には E2 依存性増殖に対し additivity がなく，抗エストロゲン剤により阻害された。
一方， ERE をもっ reporter plasmid を導入し RA で刺激するとこの細胞系では遺伝子活性化が観察
され，やはりこれは抗エストロゲン剤により阻害された。以上の結果より B-1F細胞において RA は
RAR と結合し ERE を活性化すること，この活性化には ER が modulator として働くことが考えられ
た。またこの機構が細胞増殖に関与するものと考えられた。現在， RA の作用の多様性を説明するのに





ちマウス皐丸間質細胞腫樹立株 (B- 1 F) は無血清培地下で RA の単独投与により増殖が促進された。
更にこの細胞に導入した estrogen responsive element が RA により活性化された。これらの現象は抗
エストロゲン剤により阻害された。以上の結果よりこの細胞のエストロゲンレセプターと RA レセプター
の間には蛋白レベルでの interaction のある可能性が示唆された。係る現象を示す細胞系は現在迄全く
報告はなくステロイドホルモンの相互作用，ステロイド依存性腫療の増殖機構，レチノイドによる分化
増殖の作用機構などの研究に良い系となると考えられる。よって，学位論文に相当すると考える。
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